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Generation and selection of potato mutants 
(Solanum tuberosum) with resistance to late blight 
(Phytophthora infestans) 


Resumen 
El objetivo de esta investigación fue generar y seleccionar mutantes con resistencia al tizón 
tardío, provenientes de la variedad Superchola, mediante radiaciones con fuente Co. Los 
ensayos se implementaron en la Estación Experimental Santa Catalina del INIAP, para lo 
cual, se irradiaron explantes de yemas axilares y apicales de papa in vitro de 45 días de 
crecimiento. La dosis óptima de irradiación para explantes provenientes de yemas apicales 
fue de 35 Gy y para explantes de yemas axilares fue de 30 Gy. En laboratorio se realizaron 
tres micropropagaciones sucesivas para generar y estabilizar las mutaciones. Los mutantes 
sólidos se inocularon con una suspensión de 0.5x10* zoosporas ml” de P infestans y se 
evaluaron ocho días después de la inoculación. En campo se midió la respuesta de 116 
mutantes al ataque de tizón tardío. Se incluyeron cinco controles, las variedades resistentes 
INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa y las susceptibles Superchola, INIAP-Gabriela y Uvilla. 
Se utilizó un diseño experimental de látice parcialmente balanceado 11x11 con tres 
repeticiones. La prueba de separación de medias utilizada fue Tukey al 5%. Las variables 
evaluadas fueron: área bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE), calculada 
Editado por / con base en las 12 lecturas de severidad y el rendimiento expresado en kilogramos por 
ira planta. Los individuos seleccionados como mutantes sólidos correspondieron al 75% 
originados de yemas apicales (1319 mutantes) y el 69% originados de yemas axilares 


Ad (2145 mutantes). El 80% de mutantes de origen axilar y el 62% de origen apical mostraron 
28/09/2020 reacción de susceptibilidad a P infestans. El porcentaje de mutantes sólidos que mostraron 
ES adS1 una respuesta de resistencia fue reducido en relación a la población inicial, el 20% de 
Accepted: mutantes de origen axilar y 38 % de mutantes de origen apical mostraron resistencia 
13/10/2020 a P infestans. En campo para ABCPE se encontraron ocho rangos, las variedades INIAP- 
Publicada /enilinea!/ Santa Catalina, INIAP-Fripapa y los mutantes m67, m92, m39 se ubicaron en los primeros 
Published online: rangos con valores menores a 2536.24 unidades de ABCPE. Con respecto al rendimiento se 
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establecieron tres rangos, los mutantes m42 y m65 se ubicaron en el primer rango con 1.15 
kg planta”. Bajo condiciones de laboratorio se seleccionaron 938 mutantes con resistencia P 
infestans y 18 en condiciones de campo. 


Palabras clave: Explantes, Rendimiento, Severidad, Yemas apicales, Yemas axilares. 


Abstract 


To generate and select potato mutants from Superchola potato variety with resistance to late 
blight, an experiment was implemented at the Santa Catalina Research Station of INIAP. It 
consisted of%Co irradiated explants from axillary and apical buds from 45 old-day in vitro potato 
plants. The optimal irradiation dose for explants from apical buds was 35 Gy and from axillary 
buds explants was 30 Gy. Three successive micropropagations were performed to generate and 
stabilize the mutations. Solid mutants were inoculated with a suspension of 0.5 x10*zoospores 
mi of P infestans. They were evaluated eight days later. Under field conditions, 116 mutants 
were assessed for resistance to late blight. Five controls were included, the resistant varieties 
INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa, and the susceptible controls Superchola, INIAP-Gabriela, 
and Uvilla. A partially balanced 11x11 lattice experimental design with three replications 
was used. Tukey test at 5% was applied. The variables evaluated were area under the disease 
progress curve (AUDPC), based on 12 severity readings and the yield expressed in kilograms per 
plant. The individuals selected as solid mutants corresponded to 75% originating from apical 
buds (1319 mutants) and 69% originating from axillary buds (2145 mutants). Eighty percent of 
mutants of axillary origin and 62% of apical origin showed a susceptibility reaction to P infestans. 
The percentage of solid mutants that showed a resistance response was reduced in relation to 
the initial population, 20% of mutants were resistant of axillary origin and 38% of mutants of 
apical origin. For AUDPC, eight ranges were found. INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa, m67, 
m92, m39 were in the first ranges, with AUDPC lower than 2536.24. Regarding yield, three 
ranges were established. The m42 and m65 mutants were in the first range with 1.15 kg plant”. 
In the laboratory, 938 mutants with resistance P infestans were selected. In the field, 18 mutants 
with resistance P infestans were selected. 


Keywords: Apical buds, Axillary buds, Explants, Severity, Yield. 


INTRODUCCIÓN 


La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos alimenticios más importantes del 
mundo después del arroz, trigo y maíz en términos de consumo humano [1]. Más de mil 
millones de personas en todo el mundo consumen papas y la producción mundial del 
cultivo superó los 368 millones de toneladas en 2018 [2]. 


En Ecuador, la producción nacional de papa en el 2018 fue de 269 201 toneladas, cultivadas 
en 23 974 hectáreas, con un rendimiento promedio de 16.28 t ha” [3]. Esta presentó una 
reducción del 29% respecto al año 2017. Una de las causas se debió al efecto de las plagas 
que ocasionaron pérdidas en la producción del 13% [4]. 
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El cultivo de papa se ve afectado por factores bióticos (plagas y enfermedades) y 
abióticos (sequía, bajas temperaturas, calor, entre otros) que afectan la producción y 
calidad [5,6]. Una de las principales enfermedades que afecta al cultivo es el tizón tardío, 
causada por un Oomicete denominado Phytophthora infestans. Esta enfermedad puede 
causar pérdidas en el rendimiento superiores al 70% [7,8,9]. 


La mayoría de variedades de papas cultivadas en Ecuador son susceptibles a tizón tardío 
y para combatir esta enfermedad una de las estrategias utilizada por los agricultores 
es el uso de fungicidas. Los agricultores ecuatorianos realizan hasta 23 aplicaciones en 
variedades susceptibles como es Superhola [10]. Otra alternativa es el mejoramiento 
genético mediante cruzamientos, selección clonal, selección por pedigrí, mutaciones 
inducidas entre los principales. La presente investigación tuvo como objetivo generar y 
seleccionar mutantes de papa con resistencia a P infestans provenientes de la variedad 
Superchola, obtenidas mediante radiaciones con Co. 


MATERIALES Y MÉTODOS 
Ubicación 


La investigación se efectuó en la Estación Experimental Santa Catalina del Instituto 
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Cantón Mejía, Provincia de Pichincha, 
ubicada a una altitud de 3050 metros sobre el nivel del mar. 


Generación de mutantes 


A partir de plántulas de papa de la variedad Superchola cultivadas in vitro, se obtuvieron 
explantes de yemas apicales y axilares que fueron colocadas en 20 cajas Petri con agua 
desionizada estéril. Cada caja Petri contenía 50 explantes. En total se utilizaron 500 
explantes provenientes de yemas axilares y 500 explantes de yemas apicales. El proceso 
de irradiación se efectuó con una fuente de “Co, perteneciente al Departamento de 
Ciencias Nucleares de la Escuela Politécnica Nacional. Los explantes fueron sometidos a 
la dosis óptima determinada de 35 Gy para los explantes de yemas apicales y 30 Gy para 
los explantes de yemas axilares. Posteriormente, los explantes irradiados seleccionados 
se colocaron en un medio básico de cultivo Murashige €: Skoog (M8y [11]. Se realizaron 
tres micropropagaciones sucesivas cada 45 días. Los mutantes sólidos (libres de 
quimeras), provenientes de yemas axilares y apicales identificados, fueron sembrados en 
frascos de vidrio de un diámetro de 10 cm con medio básico de cultivo M8S. Cada frasco 
contenía cinco cortes de yemas separados de 2 a 3 cm entre cortes. Las condiciones de 
crecimiento in vitro fueron de 24 *C, 16 horas de luz. 


Inóculo de Phytophthora infestans 


Para las inoculaciones se utilizó un aislamiento de una raza compleja con 11 genes 
R obtenida de la colección de aislamientos del INIAP. La activación, multiplicación, 
preparación y aplicación del inóculo de P infestans se lo realizó de acuerdo a la 
metodología establecida por Gamboa, Pérez, Andrade-Piedra €. Forbes (2019) [12]. 
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Selección in vitro 


Los mutantes sólidos se inocularon cuando las plántulas presentaron entre tres a cuatro 
hojas completamente desarrolladas en frascos de vidrio (cinco plántulas por frasco), con 
una suspensión de 0.5x10* zoosporas ml* de inóculo de F infestans. Después de ocho días 
de la inoculación, las plántulas fueron evaluadas por su respuesta al aislamiento para lo 
cual se utilizó la escala utilizada por Huang, Vleeshouwers, Visser €: Jacobsen (2005) [13] 
donde: 1 = lesión extendida con una esporulación masiva; 2 = poca extensión de la lesión o 
poca esporulación; 3 = lesión sin extensión con poca esporulación; 4 = lesión sin extensión, 
rastros de necrosis, sin esporulación; y 5 = sin síntomas. 


Evaluación en campo 


Se evaluaron 116 plantas mutantes que presentaron resistencia a tizón tardío en 
condiciones de laboratorio. Se utilizaron cinco variedades testigo: INIAP-Santa Catalina, 
INIAP-Fripapa, como resistentes, e INIAP-Gabriela, Superchola y Uvilla como susceptibles. 
El diseño experimental utilizado fue látice parcialmente balanceado 11x11 con tres 
repeticiones. Se utilizó la prueba de Tukey al 5% para los tratamientos que presentaron 
diferencias estadísticas. Las variables evaluadas fueron severidad a tizón tardío expresada 
en valores de área bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) y rendimiento en 
kilogramos por planta [14]. La severidad se evaluó cada 7 días a libre infección a partir de 
los 45 días después de la siembra, en total se realizaron 12 lecturas. 


RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Mutantes sólidos 


Los individuos seleccionados como mutantes sólidos, correspondieron al 75% originados 
de yemas apicales (1319 mutantes), mientras que un 25 % fueron deformes (434 mutantes); 
y 69% seleccionados de yemas axilares (2145 mutantes), con 31% de deformes (976 
mutantes). En total se generaron 3464 mutantes sólidos y 1410 mutantes deformes. Las 
yemas apicales y axilares provenientes de Superchola in vitro irradiadas con fuente Co 
generaron una población de mutantes sólidos. Bado et al., (2016) [15] menciona que este 
método de cultivos in vitro de papa irradiados con una fuente de “Co es una alternativa 
eficaz para generar variación genética. 


Reacción a Phytophthora infestans de mutantes in vitro 


Se evaluaron 1319 mutantes sólidos provenientes de yemas apicales. Se identificó que el 38% 
presentaron una respuesta de resistencia a P infestans ubicándose en la escala 4 y 5 con 316 y 
182 mutantes, respectivamente; mientras que el 62% de los mutantes mostraron una reacción 
de susceptibilidad ubicándose en la escala 1 y 2, con 451 y 370 mutantes, respectivamente. 
Los mutantes sólidos provenientes de yemas axilares evaluados fueron 2145, de los cuales el 
20% mostraron una respuesta de resistencia a P infestans y se ubicaron en la escala 4 y 5, con 
179 y 261 mutantes, respectivamente. El 80% de las yemas axilares mostraron susceptibilidad 
y se ubicaron en la escala 1 y 2, con 1044 y 1482 mutantes, respectivamente. En total, se 
evaluaron 3464 mutantes sólidos provenientes de yemas apicales y axilares y solo el 27.08% 
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(938 mutantes) presentaron resistencia a P infestans. Gosal et al. (2001) [16] en su evaluación 
in vitro de mutantes provenientes de dos variedades presentaron valores similares con 42% 
y 36% de mutantes con resistencia a P infestans, mientras Al-Safadi €. Arabi (2003) [5] en su 
evaluación in vitro a P infestans en mutantes provenientes de tres variedades obtuvo menos 
del 5% de mutantes con resistencia a tizón tardío. 


El análisis de la varianza para ABCPE y rendimiento por planta (RP) estableció diferencias 
significativas al 19% de probabilidad. El promedio general fue de 3261.31 y 0.60 para ABCPE 
y kg planta”, respectivamente. El coeficiente de variación (CV) fue de 15.92% y 45.60% 
para ABCPE y para RP, respectivamente (Tabla 1). 


Tabla 1. Análisis de varianza para ABCPE y RP en la evaluación de mutantes con resistencia a P infestans) 
en la variedad Superchola, EESC, Ecuador. 


AS Cuadrados Medios 
Fuente de Variación 


Total 362 - 
Repetición 2 USAS 38.96" 
utantes 120 2.51" 210% 
Bloque ajustado 10 2.01” 4,59" 
Error Intrabloque 132 2.52" 2.84" 
Error 230 
CV (%) 15.92 45.60 
PG 3261.31 0.60 


”Significativa al 1%;"*no significativo; CV=coeficiente de variación; PG= promedio general; ABCPE=área bajo la curva de 
progreso de la enfermedad; RP=rendimiento por planta (kg). 


Área bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) 


Al realizar la prueba de Tukey al 5% para ABCPE se encontraron ocho rangos. Las variedades 
INIAP-Santa Catalina, INIAP-Fripapa y los mutantes m67, m92, m39 se ubicaron en los primeros 
tres rangos con valores menores a 2536.25 unidades de ABCPE; mientras que el mutante m75 
se ubicó en el último rango con 4829.52 unidades de ABCPE (Tabla 2). Los tres mutantes (m67, 
m92, m39) mostraron la mayor resistencia a P infestans lo que representan el 2.59% de los 
mutantes evaluados (116 mutantes). Kowalski €: Cassells (1999) [17] obtuvieron un porcentaje 
mayor de mutantes con resistencia a tizón tardío (7%) provenientes de una variedad 
comercial. Dentro de las variedades testigo, Superchola y Uvilla fueron los más susceptibles 
a P infestans con valores de 3716.86 y 4237.14 unidades de ABCPE, respectivamente. A pesar 
de que existió variación en la respuesta de los mutantes a P infestans, no se encontraron 
mutantes con mayor resistencia a la mostrada por la variedad testigo INIAP-Santa Catalina. 


Rendimiento por planta (RP) 


Al realizar la prueba de Tukey al 5% para RP se establecieron tres rangos, los mutantes m42, 
y mé65 se ubicaron en el primero con 1.15 kg planta”. La variedad INIAP-Santa Catalina y el 
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mutante m49 se ubicaron en el segundo con rendimientos entre 1.09 y 1.12 kg planta”, 
respectivamente; mientras que los mutantes m115, m37, m69 y m24 se encontraron en 
el último rango con rendimientos inferiores a 0.24 kg planta”. Las variedades susceptibles 
Superchola, Uvilla e INIAP-Gabriela presentaron rendimientos de 0.85, 0.40 y 0.30 kg planta”, 
respectivamente (Tabla 2). Al comparar el rendimiento de los mutantes m42, m65 y m49 
con Superchola (variedad de la que provienen los mutantes), se observó un incremento 
en el rendimiento de entre el 24.11% al 26.09%. Resultados similares lo obtuvo Salomón, 
González, Castillo 8: Varela (2017) [18] al evaluar mutantes provenientes de una variedad 
irradiada con fuente Co (30 Gy), que reportó un incremento promedio del rendimiento 
por planta de 43.86% comparado con la variedad de origen de los mutantes. Se identificó 
mutantes con rendimientos similares o superiores a las variedades resistentes, los cuales 
tienen potencialidad para seguir sus evaluaciones dentro del esquema de mejoramiento 
del Programa Nacional de Raíces y Tubérculos, rubro papa, del INIAP establecido en Cuesta, 
Rivadeneira €: Monteros (2015) [14]. 


Tabla 2. Promedio y prueba de Tukey al 5% para ABCPE, RP en materiales mutantes y variedades testigo en la 
EESC, Ecuador. 


Genotipos  ABCPE RP. Genotipos  ABCPE RP Genotipos  ABCPE RP 
Sta. Catalina | 1638.88a .09ab m32 3084.743-g | 0.57 abc m116 3401.96b-h | 0.38 abc 
HFripapa 2304.69 ab | 0.72 abc m63 3086.543-g | 0:63 abc m70 3404.18b-h | 0.52 abc 
m67 237331abc | 0.70abc m107 3089.55a-9 | 0.50abc mi 3436.73b-h | 0.72 abc 
m92 2522.07 4-4 | 0.73 abc m52 3097.66a-9 | 0.32abc m74 3443.41b-h | 0.72 abc 
m39 2536.24a-d | 1.02abc m103 3110.44a-g | 0.56abc m35 3450.19b-h | 0.70 abc 
m57 2583.76a-e | 0.30abc m110 3113.40a-g | 0.73 abc m51 3466.42b-h | 0.85 abc 
m113 2610.05 a- 00 abc ml6 3117.79a-9 | 050abc m104 3479.71b-h | 0.60abc 
m25 2626.14a-f | 0.82 abc m86 3132.673-9 | 0.72abc m80 3501.92 b-h | 0.52 abc 
m8 2661.354-f | 0.45 abc m41 314197a-9 | 058abc m17 3508.03 b-h | 0.37 abc 
m58 2692.004-f | 0.82 abc m8l 3148384-h | 0.27 bc m56 3510.17 b-h | 0.78abc 
3 

3 

3 

3 


m117 2709.694-f | 0.27 bc m47 4899a-h | 090abc m53 3531.11b-h | 0.53 abc 
m77 2716.604-f | 0.40abc m96 71.58a-h | 0.79abc má8 3568.36b-h | 0.78 abc 
1 27239644 | 0.72abc m4 76693-h | 0.57 abc mi5 3569.84b-h | 0.28abc 
2736.12 a- 05 abc m38 78.653-h | 030abc m98 3631.96b-h | 0.63 abc 
12 27573044 | 0.82 abc més 3200.22 a-h 1154 m105 3642.09b-h | 0.52 abc 
49 2757.304- 12 ab m30 3200.61a-h | 0.42abc m40 3654.79b-h | 0.97 abc 
3 27789244 | 0.81abc mé2 3201.52a-h | 0.62abc m19 3703.32b-h | 0.32 abc 
11 2790.44af | 055abc m12 3226.164-h | 0.47 abc mes 3712.00b-h | 0.37 abc 
43 2798964 | 0.62abc m9 3229.18a-h | 0.47 abc m109 3716.49b-h | 0.28abc 
55 2806.70 a- .O3abc | HGabriela | 3235.66a- 0.30abc | Superchola | 3716.86b-h | 0.85 abc 
20 2809.374-f | 0.65 abc m26 3248.74a-h | 0.78abc m6 3717.94b-h | 0.58 abc 
73 2814.274-f | 0.75abc m66 3252.00a-h | 0.70abc m28 3731.48 b-h | 0.41 abc 
m7 2830.674-f | 0.80 abc más 3260.23a-h | 0.98 abc m95 3749.01b-h | 0.75abc 
m100 2885.27 4 | 0.37 abc mó4 3263.34a-h | 0.78abc m68 3761.29b-h | 0.38 abc 
m82 2889.574-f | 0.60 abc m44 3263.46a-h | 0.60abc m106 376299b-h | 0.63 abc 
m83 2915.43 af | 0.65abc m37 3275.504-h | 0.22c m76 3778.66 b-h | 0.47 abc 
m46 29332544 | 0.77 abc m36 3286.74a-h | 0.47 abc ml8 3780.87 b- 0.27 bc 


5 = 
==] 
No) 


32333233232 
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Genotipos  ABCPE RP. Genotipos  ABCPE RP Genotipos  ABCPE RP 


m23 2939614 | 0.70abc m34 3298.16 a-| 0.60 abc m31 3837.26b-h | 090abc 
m10 2942.6544 | 0.72 abc m2 3299.64 a- 0.62 abc m60 3899.86 b-h | 0.33 abc 
m94 2963.574F | 0.45 abc m?72 3304.09 a-| 0.68 abc m115 3965.68 b-. 0.23c 
m22 2985.894f | 0.50abc m119 3321.96 b- 0.50 abc m69 3972.43 b-. 0.20c 
m/79 29923244 | 049abc m2 3326.85 b-. 0.67 abc m33 4001.49 ch | 0.67 abc 
m97 3000.48 a-f | 0.80 abc m24 3335.11 b- 0.20c m121 4067.44 d- 0.26 hc 
m59 3022.15a-f | 0.80abc m42 3349.73b-h | 1153 m108 410335d-h | 0.35abc 
m?71 3024.59a-f | 0.38 abc m6 3363.10 b-. 0.73 abc m88 4154.72 d- 0.25 bc 
m5 3032.32a-f | 0.39abc mi4 3364.03 b-. 0.40 abc Uvilla 4237.14e-h | 0.40abc 
m29 3036.12aF | 0.38 abc m20 3375.94 b-. 0.63 abc m93 4286.72 fgh | 0.77 abc 
m91 3041.42a-g | 0.77 abc m27 3380.96 b-. 0.53 abc m114 4723.74 0.33 abc 
m87 3049.65 a-g | 0.72abc m10 3382.33 b-. 0.68 abc m/5 4829.52h | 0.47 abc 
m54 3061.45 a-g | 0.63 abc m90 3393.50b-h | 032abc 

m3 307496a-g | 0.45 abc m50 3400.01 b-. 0.60 abc 


¡Letras diferentes indican diferencias estadísticas según Tukey al 5%; RP = rendimiento por planta; ABCPE = área bajo la 
curva de progreso de la enfermedad; RP=rendimiento por planta (kg). l= NIAP. 


CONCLUSIONES 


El uso de radiación con fuente Co es una alternativa válida para generar variación para 
resistencia atizón tardío. La evaluación de mutantes in vitro para P infestans es una opción 
para una selección preliminar cuando existen grandes poblaciones. Las evaluaciones en 
campo permitieron identificar 18 mutantes que mostraron características de resistencia 
a P infestans y buenos rendimientos. 
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